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ヌ ー ドマ ウ ス 可移植性 E R陽性 ヒト乳癌株くM CF－71 の
増殖能 に及 ぼす内分泌療法 の影響に つ い て




ヒ ト乳癌株 M CF－7の 増殖 に 与 える各種内分泌療法の 影響 を腫瘍重量， 腫癌倍加時間， デ キス トラ ン
チ ャ コ ー ル くde xtr a n． c o ated cha r c o al， D C Cl 法， E R－im m u n o cyto che mic al a ss ay くE R－IC Al お よび
著者の 考案 し た E R－IC A と3H－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ る 二 重 染 色法くE R－im mun o－
cyto che mic ally stain ed
3H ．thymidin e autoradiogr aphyl を用 い て検討し た． そ の結果， M C F－7の 増殖
は Tam o xife n， M edro xy proge ste r o n e a cetat およ び Amin oglutethi mi de で 抑制 され る傾向が あ り，
17P．e str adiol dipr opio n ate で 有 意 に 促進 さ れ た． D C C法 に よ る e strogen re c eptor くE Rl 値は
Ta m o xifen群， M odr oxy proge ster on e a c etate 群， A min oglutethimide 群 お よ び 17P－e Str adiol
dipr opio n ate 群 で有意 に 低下 し， 特 に Ta m o xife n群 と17P－e Str adiol dipropio n ate 群で顕著で あ っ た ．
E R－I C A で E R陽性細胞と E R陰性細胞 は腫 瘍組織内で モ ザ イ ク状に 混在 して認 め られ たが ，E R陽性細胞
率は Ta m o xifen 群お よ び M odroxy proge ste r o n e a c etat 群 で有意 に 低下し， A min oglutethimide群 で
低下 の 傾向を認め， ま た 17P－ eStr adiol dipr opio n ate 群で 有意に 増加 した ． 一 方， E R－IC A と3H． チ ミ ジン
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ 一 に よる 二 重 染色法で E R陽性細胞と E R陰性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標識指数 を別々
に算出した結Bi， Tam oxifen 群， M odr o xyproge ste ro n e a c etat 群お よび Arnin oglutethimide 群で E R
陽性細胞の み なら ず E R陰性細胞の 標識指数も有意 に低下 し， 逆に 17P－ eStradiol dipropion ate群 で は E R
陽性細胞の み なら ず E R陰性細胞の 標識指数も有意 に増加 した． す なわ ち， 従来， 各種内分泌療法の 影響を
E R陽性細胞お よ び E R陰性細胞の それ ぞ れ に つ い て検討 した報告 をみ な い が ， 著者の 考案し た E R－IC A
と 3H－ チ ミ ジ ン オ ー トラ ジ オグ ラ フ イ 一 に よ る 二 重 染色法で検討 し た結果 ， 各種内分泌療法 は M C F－7 の
E R陽性細胞の み な らず E R陰性細胞 の 増殖能 に も 影響 を及ぼ して い る こ と が判明し た．
Key w ords hu m an bre a st c an cer， nude m o us e， ndo crin ether ap y， e Str Ogen
r e ceptor
1896年Be ats o nりが 末期乳癌患者 に 対 して 初め て 卵
巣摘除術 を施行 し抗腫瘍効果 を認め て 以 来， 乳癌は ホ
ルモ ン依存性膿瘍と し て 認識 され ， 本疾患の 治療法と
して 内分泌療法が手術， 放射線 お よ び化学療法と共 に ，
重要な位置 を占め て い る ． 内分泌 療法 は外科的内分泌
療法と内科的内分 泌療法の 二 つ に 大別 され る が， い ず
れの 内分泌 療法で も無選 択に 行 な えば， その 有効率は
約30％で ある2I． そ こ で 無意味な外科的侵襲や薬剤の
A bbre viatio n s こA M G， amin oglutethimideニ
副作用 を避 けるた め 内分 泌療法の 効果を予 測す る方法
が研究され た． 1962年，Je n se nら は子 宮な どの エ ス ト
ロ ゲ ン くestroge nl 標的臓器 に エ ス トロ ゲ ンと 特異的
に 結 合 す る エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー くe stroge n
re c epto r， E Rlが 存在 し3I， ま た E Rの 有無と 内分泌療
法の 有効性が相関す る こ と を示 したヤ． 更に McGuire
は デ キ ス ト ラ ン チ ャ コ ー ル くde xtr a n－ C O ated
Cha r c o al， D C Cl 法5Iに よ る細胞質内の E Rの 定量 法 を
D A B， dia minoben zidin e芸 D C C， dextran－C Oated
Charcoal三 D P M， disintegr ation per minuteこ E R， eStrOgen re C eptOr三 E R－IC A， e StrOgen
recepto r im m u n o cyto che mic al a ss ay 三E2， 1 7P－e Stradiol dipropio n ateニ E T W， e Stim ated
tu m or weightニfm olノmg p， fe mto m oleslm g cytos ol pr oteinニ M P A， m edr oxy pr ogester o ne
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開発 した． D C C法 で E R陽性 と判定さ れ た乳癌 の 約
60％に 内分 泌療法が有効で あ る 打た め， 今日 ， こ の D C C
法は内分泌療法の 効果 を予 測す る指標 と して 広く利用
さ れて い る． 一 方， エ ス トロ ゲ ン の 標的細胞内に お け
る作用 発現の 過程は， まず エ ス ト ロ ゲ ンが 細胞質中に
存在 す る E R と特異的に 結合 し活性化 され ， 核 内に 移
行 し ク ロ マ チ ン の ア ク セ プ タ ー サ イ ト くa c c epto r
sitelと結合 し遺伝子活性 をも た ら し， m － R N Aの 生成
を介 して蛋白合成 を営む と考 えら れ た引 71． し か も ， E R
陽性乳癌に は E R陽性細胞 と E R陰性細胞 が 混 在す る
こ とが 指摘 され ， エ ス トロ ゲ ン の 影響 は E R陽性細胞
に 限られ ， E R陰性細胞 は そ の 影響 を受 けな い と考え
られ たヤ911 0l
．
しか し， そ の 後， Greene ら は ヒ ト E Rに
対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体lり を 用 い た E R－im m u n o－
cyto che mic ala ss ay くE R－IC Alを開発 し， E R は核 に
のみ 存在す る こ とが明 ら か と な り
1 2I
， ま た， Sirba sku
ら ほ エ ス ト ロ ゲ ン で刺激 した ラ ッ ト子 宮， 腎組織の 抽
出液が乳腺腫瘍細胞の 増殖 を促進 する 事実 よ り， エ ス
ト ロ ゲ ン の 標的細胞内に 対す る作用 発現の 機序 は特別
の 増殖因 子 くgro wth fa cto rl を 介 し て い る と考 え
た 用
．
すな わ ち， エ ス トロ ゲ ン は E R陽性細胞 の 核 に存
在す る ER に 結合す る こ と に よ り， E R陽性細胞よ り
分泌され る増殖因子 を介 して それ を分泌 した E R陽性
細胞の み なら ずくa uto crine co ntr ol ， 周囲の E R陰性
細胞の 増殖も制御す る くpa r a crin e c o ntr oIJ と い う仮
説が提案 され た14H引． そ こ で著者 は ヌ ー ド マ ウ ス 可移
植性 ヒ ト乳癌株 M C F－7 を用 い ， 内分泌 療法が E R陽
性細胞お よ び E R陰性細胞 の それ摩れ の 増殖能に 及 ぼ
す 影響を， D C C空気 E R－I C Aお よ び 著者 の 考案 し た
E R－I C A と3H － チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー く3
鉦thymidin e a uto radiogr aphyl に よ る 二 重 染色法を
行な っ て検討 し， い く つ か の 興味あ る知 見 を得 たの で
報告する．
材料お よ び方 法
工 ． 実験動物
実験動物中央研究所由来の B A L AIc n uノn u雌 マ ウ
ス を日本 ク レ アよ り購入 して 用 い た． マ ウ ス の 飼育 は
金沢大学医学部付属動物実験施設 の アイ ソ ラ ッ ク 内で
行 ない ， 滅菌水とオ リ エ ン タ ル 固形飼料 を自由 に 与え
た
． 実験開始時の マ ウ ス の 体重は 20g 前後， 遇令 は6
へ 一7過と した ．
工1 ． 移植腫瘍
尻
慶応大学医学部外科久保田講師よ り供与さ れた と卜
乳癌培養細胞 くM C F て1刷 1 XlO7 個 を10 ％牛胎児血
清と ペ ニ シ リ ンノス ト レ プ ト マ イ シ ン 100 単 位を含む
培養液 R P M I－1640 0．5 mlに 浮遊 さ せ ， ヌ ー ドマ ウ ス
背側皮下 に接種 した． 毎週 1 回， E Pホ ル モ ン ． デポ ー
く17P－e Stradiol dipropio n ate l m gノmlお よび17a．
hydr o xy pr ogeste ro n e c apro ate 5 0m glml から成る．
帝国臓器 社， 東京1 0． 1 ml を大腿 筋肉内 に 注射し， 腫
瘍増殖を促 し継代株化 した17I． 継代株化 され た腫瘍塊
を提 供 用 ヌ ー ド マ ウ ス か ら 摘 出し 2 m m 角の 固形 ブ
ロ ッ ク と し， そ の 2 個 を Tro c a r針 を 用 い て 受 供用
ヌ ー ド マ ウ ス の 両側 背部皮下に 移植 し， E Pホ ル モ ン ．
デ ポ ー 0．1ml を毎週 1 回， 筋注し腫 瘍増殖 を促した
．
こ の よう に して 移植され た腫 瘍が 対数 増殖 を開始する
時期 く移植後 4 へ 7週1 に 次 に 示 す内分泌療法を行 っ
た ．
m ． 内分 泌 療法
マ ウ ス を無作為 に 分 け ， 以 下の 6群 を作成した．
第 1 群 くTA M群1二 Ta m o xife n くT A M． I．C エ
フ ア ー マ 杜， 大阪ユ 原末 1 m g を ゴ マ 油 1 mlに 溶解し
て， 5m gノkg毎週 2 回筋注 した．
第 2 群 くM P A群lこ M edr o xy pr oge ste r o n e
a cetate くM P A， 協和発 酵社， 東京1 原末20m gをゴ
マ 油 1mlに 溶解し て， 100m gノkg 毎週 2 回筋注した．
第 3群 くE2 群1二17P－ eStradiol dipr opio n ate くE2，
Sigm a社， Saint Lo uisl 庶末1 mg を ゴ マ 油 1mlに
溶解 し て ， 5 m gノkg 毎週 1 回筋注し た．
第 4 群 く無処置群うこ 薬剤 を投与 せ ず， T A M瓢
M P A群お よ び E2 群の 対照 と した ．
第 5 群 くA M G群lこ Amin oglutethimide くAM G．
日本チ バ ガイ ギ ー 社， 宝 塚フ原末30m g をtl．5％ カ ル ポ
キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス くCa rbo xym ethylc ellulos ejl
mlに 懸濁 し 毎日 150m gノkg を腹腔内注射 する と 共
に ， 糖質コ ル ナ コ イ ド を補充す る為に 毎ロ ベ タ メ サ ゾ
ン くBeta m etha s o n e1 1 m glkg を筋托 した ．
第 6群 くべ タ メ サ ゾ ン 群H 毎 日 べ タ メ サ ゾ ン I
m gノkg を節注し， A M G群 の 対照 と した く図1l．
治療開始時 より ， 遇 3 回， ノ ギ ス を 用 い て腫 瘍山長
径 と短 径 を計測 した． ま た， 3週間の 内 分泌 療法後，
各群 の ヌ ー ドマ ウ ス を任意 に 二 分 し， －州一 方は屠殺後，
直ち に 腫瘍を摘出し， その 湿 重 量 を測定 し， 1 紆C に
保 存 し DC C法 に 供 し た． 他 方 は 3H－チ ミ ジ ン t
3H ，
thymidin e， Spe Cific a ctivity 23．6 Ciノm m ol， r adioa c－
a c etateニ N S B， n OnSpe Cific bou ndi P A P， per OX yda selanti－ pe r OXydas eニ P B S， phosphate
buffer ed s alin eニ r， C Orr elatio n c o effic ent三 S B， SpeCific bo u ndニ T A M，ta m O Xifenニ T B，tOtal
bou nd－ニ T d， tu m Or doubling tim e．
E R陽性乳癌の 増殖能 に及 ぼす 内分泌療法 の 影響
tiv ec o n entr atio nl．O m Cilml， Am e rsha mJapa n社，
東京フ5〆Ciノkg を腹腔内注射 し， 1 時間後 に 屠殺 し




C に 保存 し E R－IC A お よ び E R－1C A
と3廿 チミ ジ ン オ
ー トラ ジオ グラ フ イ 一 に よ る 二 重染
色法 に供 し た． 更 に ， 腫瘍の
一 部 は 10％ホ ル マ リ ン
Cfo r m alinl に て固定後， H 8tE 染色 を施 し鏡検 した．
N ． 治療効果 の 判定
1 ． 推 定 腫瘍 重 量 くestim ated tu m o r weight，
E T W I
N．C．I．pr oto c ol
1 81に 準L3， 各層瘍毎 に
推定腫瘍重量 二
長径 X 短管 くm g12
を計算し， 平均推定腫瘍重量を求 め， 治療開始後 の 日
数毎に プ ロ ッ トし， 腫瘍 の 増殖曲線 を求めた ．
2 ． 治療終了 時の 実測腫瘍重量
摘出した腫 瘍は眼 科用 ハ サ ミ で月旨肪組織， 線維組織
を可及的に 除去 し， 腫 瘍の 湿重量 を測定し た．
3 ． 腫瘍の 倍加時間 くtu m o rdo ublingtim e， T dl
個々 の 腫 瘍に つ い て推定腫 瘍重 量 くE T Wう の 自然
対数値と， 治療開始後の 日数 くりうの 間で相関係数 くrう
およ び標本回帰方程式 LnE T Wニ a十bくtlを求 め た．
tこ ，－ナ 仰 xv信二言 に より rの 信頼性 がpく0－05 で
ある こ と を確認 して ， Td二 Ln21b よ り腰瘍倍加時間を
求め た．
V ． 体重 の 測 定
薬剤の 投与量 を決め る ため ， 週3 回， 体重 を測定し
た
．
VI． D C C 法に よ る E R 値の 測 定
Gr oup I． Tah Oよirく川 5■ 尺ノk只 il ． いパ止丑 V edりy
卜 l 与 I ん l ．2H 血，SI
Gr o up 2． Hedr ox y p ro 員e SLe r o n e d C eL a しe 10 加代ノkg iF ． L再 c e u e eい y
左．－ I 与 l ん 1 2，くda ，8，
Gr o叩 3．17f卜 e s しr ad iol dipr o pio n ヱILe 5 叩ノk氏 i■ ． O n C C －C ekly
古一 与 た 2．く 如 ユ
くir ou p 右 卜 帖 しrくさa Ll en L
Gro up 5． A．in oた1u Le Lhi中ide 150耶ノk尺 ip． d 右Iy
くplu s ne L a血 O Lha s o n et甘 露ノk又 i血 ． dailyI
古I I I I H与H H l用 H I l l 12．くd． ，Sユ
Gr ou p6 ． Be La ．e Lha s o nel晰 ノk 員 i■ ． daily
トリ H I l与 H I H IわH I H I2，く舟 川，
Fig－ 1． De sign s ofe xperim e ntale ndo c rin ether apy．
im ．
，
intra mu s c ula rinje ctio n三ip．， intrape rito n e al
mJeCtio n
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1 ． Cyto s olの 調整
－800C に 凍結保存さ れ た 腫瘍組織 0．5句 1．Og を解
剖 ハ サ ミ で細切後， 4倍量 の ホモ ジナイ ズ用 リ ン酸緩
衝 液 仁20m M リ ン 酸 くpho sphatel， 9 ． 5 m M
Dithiothr eitol， 259m M サッ カ ロ ー ス くsa c cha ro s e
l， pH 7．5コを加 え， ガ ラス ホ モ ジナイ ザ ー 仙 下製作
所， 大阪， 特別仕様うで水冷 しなが ら， 15秒間， 5 へ ■10
回， 各45秒 間の 休止 期 を置き ホモ ジ ナイ ズ した． こ の
ホ モ ジ ネ ー トを超遠心 分離器 くBeckm a n， Fullerto n，
m odel L8－701 で 45，000rpm ， O
O
C， 30分間遠心 し，
上 清を細胞質分画 くCyto s ol と して得た． Cyto sol は
結 合 ア ッ セ イ 用 リ ン 酸 緩衝液 く20m M リン 酸， 0．5
m M Dithiothr eitol， pH 7．51 を用い て 2倍希釈 し，
こ の 希 釈 Cyto s ol を次の 操作 に 移 す と 共 に ， 一 部 を
Lo w ry 法に よ る蛋白定量に 供 した．
2 ． 結合ア ツ セ イ
各8本の 小試験管中7本 に 結合 ア ツ セイ 用リ ン酸緩
衝液 50ノJl を入 れ， そ れに 各変化量 く0．05， 0．1， 0．2，
0．4， 0．5， 1 ， 2pm oleI の 3臥 エ ス ト ラ ジ オ ー ル
くE2，4，6，7一くH汁e str adiol， Spe Cific a ctivityl Ol．7 CiJ
m m ole
，
Ne w England Nu cle ar 社， Bo stonl を標識
ス テ ロ イ ド調整 用緩衝液仁20mM リン 酸， 0．5 m M
Dithiothreitol， 40 m M Sodiu m m olyb date， 10％ エ チ
レ ン グリ コ ー ル くethyle n e glycol ， 4 ％エ タ ノ ー ル
くetha n oll， pH 7．5コに 溶解 して 50JLl と し添加 した．
更に 希釈 Cyto s ol lOOJLl を加 えて 全量 を200JLl と し，
混和後 0
0
C， 16時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した ． ま た，
残りの 1本 に は非特異的結合量 を得る為，2pm ole の 3















3H － e Str ad iolくPm Ole sI
Fig．2． E Rs atu ratio n c u rv e．
中 一さ ， tOtal bo und e stradiolくT Blニ Ej－ D ， n O n－
Spe Cific bo u nd e stradiolくN SBh o － 0 ， Spe Cific
bo u nd e str adiolくS Bl．
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ェ ス トラ ジ オ ー ル く1 m M エ タ ノ ー ル 溶液 を結合 ア ッ
セ イ 用 リ ン酸緩衝液 で 希釈調整lを加 え， 希釈 Cyto s ol
と混和 し， イ ン キ エ ペ ー 卜 した ．
3 ． BノF 分離
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン後， 各試験管 に D C C液 仁1％
くWIVl ノ リ ッ ト Sx －3 くNo ritSx －3l， 0－1％ くWIVl
デ キ ス トラ ン T－70仁Dextr a n T－701ノ結合ア ツ セ イ 用
緩衝液コ20町 1を加え て混和後， 氷水中で 10分間静置
した
．
3，00 0rpm ， 0
0
C， 10分間遠心分離 し， その上 清
200JLlに Scintis oI Ex
－ H く同任化学研究所， 熊村 10
mlを加 えて浪和後， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー
くPa cka rd， Dow n e rf Gro v e， T RI－ C A R B 46401 に て
5分間， 放射能を測定 した．
4 ． Binding pa r a m et rの算定
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー で計測 され た カ ウ
ン ト数 くDis ntegr atio n pe r minute， D P Ml を
D P MX諾x 99X2．22XlO3 x苦 くpm olelml，
に 代 入 し， 3H － エ ス ト ラ ジ オ ー ル の 総 括含量 くtotal
bo u nd， T Bl お よ び 非特異的結合 量 くn o n spe cific
bo und， N S Blを得， 各 3H － エ ス トラ ジオ ー ル 添加 量を
横軸に ， そ の 時の 結合量を縦軸 に プ ロ ッ ト し， 更 に T B
と N S B の差 くT B．N SBl を特異的結合量 くspecific
bo u nd，S Blと して グ ラ フ 上 に プ ロ ッ ト し， E R の飽和
曲線 を作成 した く図 2l． 次 に Sc atchard a n alysis に
よ り， E Rの 結合部位数 くn u mber of b in ding site s，
N S Blを求め た． 即ち， 横軸に S B， 縦軸 に SB と非結
合型 aH－ エ ス トラ ジオ ー ル量 く円 との比 くS BノFう を
0．1 0．2 0．3
S 8くPm Ole sノ m り
Fig， 3． Sc atchard a n alysisfo rbinding param ete r．
S B， Spe Cific bo u nd e stradioli F， fr e e
3H －
esttadiol三 A， Nu mbe r of binding site sくN S印．
尻
7点， プ ロ ッ トし， 各点 を結ん だ直線と横軸の 交点A
を N B Sくfe mto m ole slml と した く図 31． 更に N BS
は Low ry 法で 測定 した Cyto s olの 蛋 白量 くmgj 当た
り に 換算し， fe mto m ole slm gcyto s olprotein くfm ol
m g pl と 表わ した ．
明I． E R．工C A
凍結保存 した腫瘍組織 を Cryo stat くTis su e－ TecII，
M ile s社， Elkhartlに て 厚 さ 4 句 6 JLm に 薄切し， 組
織接着剤 くprotein solutio n with antimic robilial
age ntl で 処理 した ス ライ ド グラ ス に の せ ， 3．7％ホル
マ リ ン を 含 む 0．01 M リン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
くpho sphatebuffe r eds alin e， P B Sl pH 7．2中で 15分
間固定し た． P BS槽 で 5分間放置 した後， ス ライ ドグ
ラ ス を－15r v －250C の メ タ ノ ー ル くm etha n ol 中に
4分間， － 15旬 －250C の アセ ト ン くa c eto n el中に 1分
間浸 し， 非特異的反応 を抑え， P B S槽中で 5分間の洗
浄 を 2回行っ た． 次に 非特異的な抗体 の 結合を抑える
為， 正常LJ羊血 清 くn o r m algo ats eru ml を滴下し15
分間， 湿 箱中 で反応さ せ た後， 一 次抗体 くa nti－E Rrat
m o n o clon ala ntibodyl を滴下 し， 30分間， 湿 箱中で
反応さ せ た． P B S槽中 で 5分間の 洗浄 を 2回行ない ，
架橋抗体 くgo at anti－rat a ntibodyl を滴下 し， 30 分
間， 湿 箱中で 反 応させ た ． P B S槽中 で 5 分間の 洗浄を
2 回 行 な い ， P A P複合体 くpe r o xyda s elr at anti．
pero xydaselを滴下 し， 30分間， 湿箱中 で 反応 させた．
P B S槽 中 で 5 分 間 の 洗 浄 を 2 回 行 な い ， di．
amin obe n zidine くD A Bl 液を 5分間反応さ せ た． 流水
中 で 5分間洗浄後， 1 ％ くVノVウ ノ1リ ス へ マ トキ シリ
ン くHa rris Hem atoxylinl 液で 5分間核染色を行っ
た ． 流 水 中 で 5 分 間， 洗 浄 後， 95％ エ タ ノ ー ル
くetha n ol 槽中に 2 分間づ つ 2 回， 100％ エ タ ノ
ー ル槽
中に 2分間づ つ 2 臥 更 に キ シ レ ン くxyle n el 槽中に
2分間づ つ 2 回浸 し脱水， 透徹 を行 い ， マ リ ノ
ー ル
くM alin ol に て封入 した く図4l．
そ の 評 価 は 400倍 の 視野 で 鏡検 し， 一 検 体に つ き
1000個の 癌細胞 を D A Bに よ る特 異 的核染色の 有無







Vu． E R－IC A と3H － チ ミ ジ ン オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ 一 に よ る 二 重 染 色 法 くE R－im m un o－
cyto chemic ally stain ed





上 述の E R－IC Aの 操作の 内 D AB 滴下後 の 水洗まで





C に 加温 し た感光乳剤 くSaku raN R．
E R陽性乳癌の 増殖能 に及 ぼす 内分泌療法の 影響
M 21に 約3秒， 静か に 浸し て引き上 げ くDipping 法j，
室温で 1時間乾燥後， シ リ カ ゲ ル くsilic agell と共 に 暗
箱内に 入 れ， 4
0
C， 3 週間の 露出 を行 っ た ． 露出の 終
了した ス ラ イ ド グ ラ ス を Saku r aCo nidol－X で 20
0
C，
5分間現像 し， Saku r aCo nifix で 10 分間定着， 30 分
間水洗後， 10％ くVノVウ ノ1リ ス へ マ ト キ シ リ ン液 に て
核染色し， その 後 は上 述の E R－IC A と同様に 脱水， 透
徹， 封入 を行 っ た く図51．
そ の 評価 は 400倍 の 視野 で 鏡 検 し叩一 検体 に つ き
100個の 癌細胞 を D A Bに よ る特 異 的核染色 の 有無
によ りE R陽性細胞 と E R陰性細胞に 分 け， 更 に それ
ぞれ に つ い て 核 に 鍍 粒子 10個以 上 を み る も の を 3B．
チ ミ ジン標識細胞と し，
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E R陽性細胞の 標識指数 くLabelling inde x of E R
PO Sitiv e c ells ニ
E R陽性黒一三えまま慧識細胞鞍xlOOく％ユE R陽性細胞数
E R陰性細胞の 標識指数 くLabelling in de x of E R





伏 ． 統計学的処理 方法
本実験 の 成績 はす べ て M ea n士S．D． で 表わ し た． 多
群間の 平均値の 差の 検定 に は 分 散分 析後 Dunc an の
1 ． 3．7％ Fo r m al inin P B St4
OC1
2． PB Srinse
3 ． A bs olute m etha n ol ト10 to w25
0
C1
4 ． Ac eto n eト 10 to M25
O
C1
5． P B Srin se
6． Blo ck ing re ageltくNo r m algo ats e ru m
LI
7 ． Prim a ry a ntibody りi 222Sp2r， m O n OClo n alr at a ntトE R1
8． P B Srin s e
9． Bridging a ntibodyくGo at anti－rat antibodyl
lO． P B Srin s e
l l． Per o xida se－a ntiper o xida se c omple xくRatl
12． P B Srins e
13． Dia min obe n zisin e4H Clく10mgin 16ml P B Sc o n aining
O．06％ hydr ogen per o xide1
14． Distilled w ate r rin s e
15． 1％竹V Ha rris he m ato xylin
16． Tap w aterrin se
17． Dehydr atio nin gr aded alc ohoIs
18． M o untingin Per m o unt
Fig． 4． E R－im m u n o cyto che micalstainlng pr O C edure．
1． Drying at 37
0
C
2． Dippm gin photogr aphic em ulsion kept at 4 0
0
C
3 ． Drying at roo m te mpe r atur e
4 ． Expos u re at 4
q
C
5 ． De v elopm e ntby Conidol－X
6 ． Fixlng by Co nifix
7． Tap w ater rins e
8 ． 1O％ VV Ha rris he m ato xylin












5 min， tWic e
30 miI1











1くJ． Dehydratio nin graded alc ohoIs
ll ． M o u ntingin Pe r m o unt
Fig． 5． E R－im m u n o cytochemic a11y stain ed
ご一汁thymi dine a utoradiography－
Follo wed by the distilled w ate r rin s e after the colo rdev elopm e nt
























T t q 2 1

















































T 1 4 21
Days af te r ini t iaL tr e atm e nt
14 2l
Days af teJ ini t iaI tre atm ent Da ys af te r ini t iaI tr e atm e nt
Fig． 6． Infu e n c e of ho r m on al age nts o n e stim atedtu m or w eightくmgl
O － 0
， T A Mgr oupくn ニ 14h ロ ーロ ， M P Agr o upくn ニ 111三
忠 一 せ， E2 gr O upくn ニ 17li ム MA ， A M Ggr o upくn 二 12lニ
ー q 書 ， No tr e atm e ntgro upくn ニ 1 21ニ ム
ー A ， Beta m etha s on egro up くn 二 1 41
Se elegend in Tablel．
7 川 2 1 7
E R陽性乳癌の 増殖能に 及 ぼ す内分泌 療法 の 影 響
Table l． Efe ct of ho r m o n al ge nts again st M C F－7 in nude mice
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Nり tr e atm e nt
AM G












































Compa ris o n s w e r e m ade fo rT A Mgro up， M P Agro up or E2 grO up V S－ No tre atm e nt gro up， a ndfor
A M Ggro up v s－ Betam ethas o n egro up．
ホく0．05こ Sg， 0．05くpく0．1iby A N O V A follow ed by Du n c a n
，
s
m ultiple c o mpa riso nニ a， n Otableto be c alc ulated bec a u sethe c orrelatio n c o effic e nts w er e statistic ally
insignific a nt．
．
ral，1e2－ InHu e n c e of hor mFm alage nts o nbody
W eight nfn ude m lC e























Seelege ndin Table l． ． N．S． ， Statistic a11yin signific ant．
多重比 較法を用 い ， Pく0 ．05 を有意の 差と した．
成 績
王 ． 治療効果
1 ． 推定腫瘍重 量 の 経時的変化
T A M群は治療開始 11 日以 後， 無処置群 に 比較 して
低下する傾向 を認 め， M P A群で は治療終了時 に お い
て， 無処 置群に 比 較し て 低下す る傾向を認め た． E2 群
では治療開始後 16 日 以後， 無処置群に 比 較 して 有意 に
増加し た． ま た， A M G群 で は 治療開始 18 日以後， べ
タ メ サ ゾ ン 群 に 比 較 し て 低 下す る傾向 を認 め た く図
6 う
．
2 ． 実測 腫瘍重 量
内分 泌療法終 了時に お ける 実測腫瘍重 量 の 平 均値
くMe a n士S エり は T A M群 273士 136 m g， MP A群
32 士14 1m g， E2 群 9O2 士 531 m g お よ び A M G群
352士149m g で あ り， 無処置群 509士211 mg ま た は べ
タ メ サ ゾ ン 群 501 士2Olm g に 比 較 し て T A M群，
M P A群お よ び A M G群 で 低下 する 傾向 を認め ， 一 方
E2 群で は有意に 増加 し た く表1フ．
3 ． 腫瘍倍加時間
す べ て の 腫癌 で その 相関係数が統計学的に 有意 で
あ っ たE2 群無処 置群， およ び べ タ メ サ ゾ ン群の 腫瘍倍
加時間の 平均値 くM e a n士S．D．1 は そ れ ぞ れ 9．90士
2．70日，15．26士6．34日 お よ び 14．03士3．45 日で あ り，
E2 群 は無処置群 に 比 較 して 有意 に 短縮 した く表 1う．
H
． 腫瘍の 病理 組織
無処置群は病理組織上 ， 多角細胞の 小柱とノJl巣か ら
成 る du ctal c a r cino m aを呈 し た く写真 1l． 一 方 ，
T A M群， M P A群お よ び A M G群は共に ， 空胞形成，
小義胞形 成と緑綬化が認 めら れ， 特に T A M群 で は顕
著で あ っ た く写 真21． E2 群は無処置群と ほ ぼ同様の
所見で あ り， 他 に 中心壊死 を認 めた．
1工I
． 治療終了時の 体重
治 療終了時の 体重 の 平 均値 くMe an士S ．D．1は T A M
群18．9士2．2g， M P A群 22．1士1 ．5g，E2 群 19．5士1． 7
g お よ び A M G群 19．6士0．9g で あ り ， 無 処 置群
20．6士1．5gま た は べ タ メ サ ゾ ン 群 20．7士2．9g と 比
較し て有意の 差 を認め なか っ た く表 2I．
1V ． D C C 法に よ る E R億
DC C法 に よ る ER値 の 平均 値 くMe a n士S．D．j は
T A M群 12．3 0士3 ．8 7くfm ollm g pl， M P A群
118．40士48．99 くfm ollm g pl， A M G群 126．35士 16．18
くfm olノm g pl お よ び E2 群9．69士 1．99くfm ol m g pl
で あ っ た ． T A M群， M P A群お よ び E2 群 は無処 置群
146．82士3．34 くfm olノmg plに 比 較し て有意 に低下 し，
特に T A M群と E2 群に お い て 頗著で あ っ た ． ま た，
AM G群 も べ タ メ サ ゾ ン 群 145．20 士6．11 くfm ollm g
pコ に 比 較し て 有意に 低 下し た く表3J．
V ． E R－IC Aに よ る E R陽性細胞率
D A Bに よ る E Rの 特異的染色は癌細胞 の 核に 限局
し細胞質はま っ たく 染ま らず ， また こ の 特異 的核染色
の 有無に よ り区 別され る E R陽性細胞と E R陰性細胞
は組織中に モ ザ イ ク 状 に 混 在 し て 認め ら れ た く写真
3l． E R陽性細胞率の 平均値 くM e a n士S．D．1は T A M
群 54 ．7士3 ，7％， M P A群 51． 1士 1．2％， A M G群
66．6士1 ．9％， E2 群82．8士4．6％で あ り． 無 処 置群
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68．0士2．6％ に 比 較 して T A M群 と M P A群 で 有意 に
低下 し， E2 群で 有意 に 増加 した． ま た ， A M G群は べ
タメ サ ゾ ン群 68．4士1．3％に 比 較 して 低下の 傾向 を認
め た く表4う．
m ． E R陽性細胞 お よ ぴ E R陰性細胞 の 標識指数
E R．工C A と3日－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ
一 に
ょ る 二 重染色法 で ， 3廿 チ ミ ジ ン 取り込 み を有 す る細
胞 す なわ ち S 期の 細胞 は E R陽性細胞に も E R陰性細
胞に も認め ら れ た く写真41． E R陽性細胞の 標識指数
は 平 均値 くM e a n士S．D ．J は T A M群 7．1 士1－8％，
M PA 群10．0 士2．0％， E2 群 17 ．0士3．3％お よ び A M G
群 9．5 士1．9％で あ っ た ． 無処置群 13．5士 1－4％また は
べ タメ サ ゾ ン 群13．2士2．4％ に 比 較 して ， T A M群，
M P A群， A M G群で 有意に 低下 し， E2 群で は 有意 に 増
加 し た． 一 九 E R陰性細胞 の 標識指数 の 平均値
くM e a n士 S ．D ．1 は T A M群 7．9士 1 ．4％， M P A群
10．9士2．1％， E2 群 20．2士3．4％お よ び A M G群 9．9 士
2．5％で あ っ た ． 無処置群 16．1士2．3％また は ベ タメ サ
ゾン 群 15．9士1．3％に 比 較 し て T A M瓢 M P A群，
AM G群 で有意に 低下 し， E2 群 で は 有意 に 増加 し た
く表 5I．
考 察
乳癌 は今日 ， エ ス ト ロ ゲ ン くe str ogenlをは じめ とす
る多く の ホ ル モ ン の 支配 を受 けて お り ， 乳癌細胞 に は
そ れ ぞ れ の ホ ル モ ン に 対 す る特異的 な受容体 くre－
cepto rlが存在す る と考え ら れ る．． こ の よ う な概念
は，
Je n se nら に よ り標識 エ ス ト ロ ゲ ン が エ ス ト ロ ゲ ン レ
セ プ タ ー ほ即 と特異的 に 結合 し， そ の標識細胞 に 長
時間貯留す る こ と に よ り立証 され た
3I
． 更 に ， M cGuir e
ら に よ り 細胞 質 分画 くCyto s ol 中の E R をc o m－
petitiv ebinding a ss ay を基礎 と し て 測定す る D C C法
が開発さ れ51， 臨床上 ， 内分泌療法 は E R陽性 と判定さ
れ た乳癌の 約60％に 有効で ある の に 対 し て， E R陰性
と判定さ れ た 乳癌 で は 10％以下 し か有効 で な い こ と
が確認さ れ た2I． 従っ て ， D C C法は ， 内分泌療法の 効果
Table 3． Influ e n c e of ho r m o n al ge nts o 11 eStrO
－
ge n r e c eptorle v elくDCCl
E R lev els




No tr eatm ent
A M G









3 0 士3．8 7
ホ








Se elege nd in Table l－
尻
を予測 し得る定量性お よ び再現性の 高 い 方法とし て評
価さ れ 川 ， 今 日， 広 く臨床に 応用 さ れ て い る ．
し か し， その 後， Gre e n eら はと 卜乳癌培養細胞 M CF．
7 の 細胞質 E RくCyto s oI E Rl を抗原と す る単ク ロ ー
ン抗体 くm o n o clo n al antibodyl を作成 し
1 1l
， これを
用 い た en zym eim m u n o a s say や E R
－I C Aに よ る ER
の 測定法 が可能と な っ た ． K ing ら は， こ の E R－IC Aを
用 い て検討し た結果， E R は核内に のみ 染色され， 細胞
質は 反応 しな か っ た こ と を報告 して い る121． こ の こと
は生化学的方法2 01， オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ ー 2りによ っ
て も示 唆 され て い た 点 であ るが ， 最近 で は W elsbons
ら が E R陽性 ラ ッ ト下 垂体 腫瘍細胞 を cyto chalasin
B で 細胞質 と核 を分離 し検討 した 結果， 非飽和 の ER
活性 は ほ と ん ど核 の み に 存在 す る こ と を確認 して い
る2 2I． 従 っ て ， 従来 の D C C法 で検出さ れ た細胞質ER
は抽出の 過程 で 核か ら漏出した も の と考 え られる． 更
に ， こ の E R，I C A は D C C法と 異な り E2 や T A Mで飽
和 され た ER をも検出す る こ と が で き る23I． 著者の実
験結果 で も ， T A M群お よ び E2 群 に お ける D C C法に
よ る E R値 は共 に 極端な低値 を示 した の に 対 して ，
E R．IC Aに よ る E R陽性 細胞率 は そ れ ぞ れ54．7士
3．7％，82．8 士4．6％で あ っ た ． D C C法に よ る E R値は，
T A M また は E2 が E Rの エ ス トロ ゲ ン 結合部くbind－
Table4． Influ e n c e of hor m o n al gents onE R
positiv e c ellr ateくE R
－IC Al
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E R陽性乳癌の増殖能に 及 ぼす内分泌療法の影響
P hotol． M icr o sc opicfinding of M C F
－7， Sho wing adu ctalc a r cin o m a withtr abe c ula e
a nd s m alln e sts of polygo n al cells．くH 8tEh X200．
Photo2． M icro s c opicfindings of M C F．7tr eated with TA M， Showing v a c u ola r a nd
mic ro cysticdegen e ratio n oftu m o r c ells a nd inte rstitial fibr o si くH8tEH X200．
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P hoto3． E R－im m u n o cyto chemic alstaining of M C F
－7， Sho wing n u cle a rlo c aliz ation
ofe str oge n re c eptor and m o saic distributio n of E Rpo sitiv e c ells and E Rn egativ e
C ellsi X400．
P hoto4． E R－im m u n o cyto chemic ally stain ed
3H ．thymidin e a uto r adiogram of MCF－7．
Tu m o ris c o mpo s ed of E Rpo sitiv e c ells with
3H －thymidin e uptakeくa rrow Al， E R
po sitiv e c e11s without
3H ．thymidin e uptake， E Rn egativ e cells with
3H ．thymidin e
uptakeくa rr o wBla nd E Rn egativ e c e11s witho ut
3H ．thymidin e uptakei X400．
E R陽性乳癌の 増殖能 に及 ぼ す 内分泌療法の 影響
ingsite， に結合し た ため 低値 を示 し，
こ れ に 対 して抗
ヒト E R単 ク ロ ー ン 抗体 は飽和し た E Rに も 結合 で き
る ことを示 し て い る ． 従 っ て， E R
．IC A は半定量的 で は
ぁるが， T A M などの E Rに 結合す る薬剤 を投与 した
場合の E R陽性乳癌の E R を調 べ る こ とが で き る．
一 方， D C C法に よ り E R陽性 と判定さ れ た 乳癌 で
も， 腫瘍組織内 の 採取部位 に よ り E R値 に 差 が あ り
unte r－Site v a riatio nl， 必ずしも均
一 で な い
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． 更に 3
H－e Str adiol a uto radiogr aphy や E R
－I C Aで E R陽性
乳癌組織 を検討す る と E R陽性細胞 と E R陰性細胞 が
混在して い る こ と が観察さ れ る
細 1 0，1 2，2り
． 最近，Jake sz
は と 卜乳癌培養細胞 M CF－7で Gl 期， G2 期 に E R が
多くS 期に は少な く， E R陽性細胞 と E R陰性細胞の
遠い は細胞周期の 異な っ た時期を見て い る と述べ てい
る2 51． しか し， 著者の 二 重 染色法で は
3汁 チ ミ ジ ン を取
り込 ん だ細胞す な わ ち S 期の 細胞 は E R陽性細胞 に
もE R陰性細胞 に も 同程度に 認 めら れ， 更に 小 林 ら は
乳癌臨床材料 に E R J C Aを施 し た結果 で E R陽性細
胞とE R陰性細胞が 明 ら か に 別の 集団を形成 して い る
と報告して い る2 引． 従 っ て， 少なく と もヌ ー ドマ ウ ス に
移植し た M C F－7 や臨床乳癌な どの 固形腫瘍 で は E R
陽性細胞と E R陰性細胞 と は細胞 周期 の違 い で は な
く， それ ら は別々 の ク ロ ー ン と し て増殖 して い る と考
えられる．
従来， 内分泌療法は E R陽性乳癌組織 に 存在 す る
ER陽性細胞に の み作用 し6川 ，E R陰性細胞 は その 影響
を受 けな い と考え られ て き た鋸馴1 0l． しか し， Sirba sku
らは， 用細胞増殖 に 及 ぼ す エ ス ト ロ ゲ ン の 効果 はin
vivo に 比 し て in vitr oで は必 ず し も明確 に 得 ら れ な
い こ と， ほユエ ス ト ロ ゲ ン で 刺激 した ラ ッ ト子宮， 腎組
織抽出液が乳腺腫瘍 の N T W 91P L細胞 の 増殖 を促進
すると いう 実験結果 よ り， エ ス ト ロ ゲ ン は標的細胞の
ER 系を介し て直接的 に 細胞増殖を刺激 す る の で はな
く， 特別の 増殖因子 くgro wth fa cto rJを 介して ， この
増殖国子 を分泌 し た細胞の み な ら ず周 囲の 細胞の 増殖
に も影響す る と 考 え て い る 刷 ． 最近， Ga r cia ら27や
A da m sら2 8Iは と 卜乳 癌培養細胞 M C F－7 もこ れ と 同
様ま たは類似の 増殖因 子 を分泌 す る こ と を示 し， こ れ
らに対する 単ク ロ ー ン 抗体の 作成に 成功 して い る ． ま
た， Lippm a nは T A M が細胞増殖 を促進 す る 増殖因
子の 分泌 を抑制す る の み なら ず， 細胞増殖 を抑制す る
Tra n sfo rming gro wth fa cto rP の 生成 を惹起 する 可
能性を示唆 して い る2別 ． エ ス ト ロ ゲ ン の 刺激 が E R陽
性細胞の 増殖の み 制御 す るの で あれ ば ， 種々 の 内分泌
療法は E R陰性細胞 に は反 応せ ず比 較的早期に そ の 乳
癌は ER 陰性細胞の み と なり， 癌全 体と して E R陰性
とな り ， 腫 瘍 は 比 較的早期 に 再増殖 す る こ と に な
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る911 013 0倒さ． しか し， 内分泌療法に 反応す る乳癌 は， し
ば しば長期間増大を停止 して い る か ， 縮小 した ま まで
ある． こ の よう な 臨床的な事実か らも エ ス トロ ゲ ン 刺
激 に よ り E R陽性細胞よ り分泌 され た増殖因子 は自己
の 細胞の み な らず くauto crine c ontr ol ， 周 囲の E R陰
性細胞の 増殖 も制御 して い る くpa r a c rin e c o ntr oll こ
とが 推察さ れ る1411引
そ こ で ， 著 者は ヌ ー ド マ ウ ス 可 移植性 ヒ ト乳癌株
M C F－7 に T A M， M P A， A M Gお よ び E2 な ど E R系
を介す る ホ ル モ ン剤 を投与 し， E R陽性細胞お よぴ E R
陰性細胞 の それ ぞ れの 増殖能に 及 ぼす影響 を E R－1CA
お よ び E R－IC A と3H － チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ 一 に よ る 二 重染色法に よ っ て検討 した． その結果，
T A M， M P A， A M G はMC F－7 の増殖 に 抑制効果 を示
し， E2 は促進効果 を示 した． また， E R－IC Aに よ る E R
陽性細胞率 は T A M群 お よ び M P A群 で有意の低下
を， A M G群 で低下の 傾向 を， E2 群で有意の増加 をみ
た
．
こ の結果 は D M B A誘発ラ ッ ト乳癌組織の E R値
は卵摘 な どの 内分泌療法 に よ り減少し， E2 投与 に よ り
E R値 が増加 す る と い う 従来の 実験結果 糾 0りこ 一 致 し
た
．
し か し， E R－I C A と
3H－ チ ミ ジ ン オ ー トラ ジ オ グラ
フ イ 一 に よる 二 重 染色法で は， E R陽性細胞の 標識指
数は TA M群， M P A群， A M G群で有意の 低下 を， E2
群で 有意の 増加 を認 める と共 に ， E R陰性細胞の標識
指数 も また， T A M群， M PA 群， A MG群 で有意 の 低
下を， E2 群 で有意 の 増加 を認めた ． な お ， 著者の用 い
たホ ル モ ン 剤の 内， M P A 以外 は E R系 を介さ な い 直
接的な核酸合成阻害は ない と考え られ る3 2I．
す なわ ち， 従来， 各種内分泌療法の 影響を E R陽性細
胞と E R陰性細胞 の それ ぞれ に つ い て調べ る こ と が困
難 で あ っ た が， 著者の 考案し た E R－I C A と3H－ チ ミ ジ
ン オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 一 に よる 二 重 染色法で 検討 し
た結果， 各種内分泌療法は M C F－7 のE R陽性細胞 の
み なら ず E R陰性細胞の 増殖能に も影響 をおよ ぼ して
い る こ と が判明 した．
結 論
ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 E R陽性 ヒ ト乳癌株 M D F－7
に 対して 実験的内分泌 療法 を行ない ， 腫 瘍増殖と共に ，
E R陽性細胞 と E R陰性細胞の そ れ ぞ れの 増殖能 に 及
ぼす影響を検討 した．
1 ． T A M， M P Aお よ び A M Gは M C F－7 の増殖に
抑制効果を 示 し， E2 は促進効果 を示 した．
2 ， D C C法 に よ る E R値 はす べ て の 群で 有意 に 低
下 し， 特に T AM 群お よび E2 群で は顕 著で あ っ た ．
3 ． E R－ICA に よ る E R陽性細胞率は TA M 群お
よ び M P A群 で 有意 に低下 し AM G 群で 低下 の 傾向
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を認 め ， E2 群で有意に 増加し た．
4 ． E R．I C A と3H－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ イ 一 に よ る 二重染色法 で E R陽性細胞の 標識指数 は
T A M群， M PA 群お よび A MG群 で は有意 に 低下 し，
E2群 で は有意 に増加 し， E R陰性細胞の標識指数も ま
た TA M群， M P A群お よ び AM G 群で は有意に 低下
し E2 群で は有意 に増加 した．
こ の 結果 よ り， 内分泌療法 は ER 陽性乳癌の E R陽
性細胞の み な らず E R陰性細胞 の増殖能 に も影響を与
える こと が判明 した．
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－ C O ated cha r c oal の CClm ethod，
ER－im rn uno cyto che mical assay くE R－ICAl and E R－im m u n o cytochemic ally stained
3
H －thymidin e a uto r adiography． ln the tam o xife nくT A Ml gr o up， the m edr o xypr ogester o ne
ac et a te くM P Al gro up a nd the a minogluteth imide くA M Gl group， tu m O rgrOW th wa s
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